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Vaccin T.d.Polio rappe! pour une population primo-vaccinee ou sensibilisee 

La pr6sente invention concerne un nouveau vaccin multivalent contre au moins 
la diphterie, la poliomyelite et le tetanos, destine a etre utilise comme rappel vaccinal 
5 che2 une personne dej^ primo-vaccinee ou sensibilisee* 

Etat de la technique 

La diphterie est due a Corynebacterium diphteriae. La transmission est 
10 essentiellement directe par les voies respiratoires* Les manifestations cliniques de la 
forme respiratoire relevent de deux mecanismes. La proliferation des bacteries au 
niveau de la porte d'entree determine la symptomatologie locale, habituellement 
pharyngee (angine pseudo-membrane use), parfois laryngee (croup). La diffusion de 
rexotoxine de certaines souches est responsable d'angine maligne et/ou de 
15 complications viscerales (polynevrite, myocardite, syndrome matin de Marfan), De 
nombreuses etudes serologiqueSj reaH$6es recemment dans la plupart des pays 
developpes* ont montrc que^ selon lage, le sexe et Thistoire epidemique on vaccinale 
locale, 20 a 80 % des habitants ne sont plus aujourd'hui correctement immunises ; et 
que les sujcts de plus de 50 ans et les sujets feminins sont particuliferement vulnerables 
20 (RappuoU et ai^ Vaccine _n, 576-577, 1993. Simonsen et aL, Acta Pathol. MicrobioL 
Immunol, Scand, 95, 225-231, 1987. Wirz et al. Vaccine, _13, IIUIIZ, 1995). Certe 
vulnerabilite est r^velee ces vingt dernieres annees par la resurgence, parfois 
dramatique de la diphterie dans les pays developpes (Galazka et al,, Eur, J, Epidemiol, 
n_, 107-117, 1995), 

25 

Le tetanos est du a Clostridium letani. La forme sporulee^ essentiellement 
tellurique, introduite par effraction dans Torganisme (blessure, piqure, brulure ou plaie 
mineure), donne naissance a la forme vegetative. Cette forme secrete une endotoxine, 
la tetanospasmine. La lyse bacterienne provoque sa diffusion. Neurotrope, la toxine 

30 determine la symptomatologie, c'e$t-a-dire un trismus inaugural et des contractures 
musculaires. Sans traitement, revolution est fatale par asphyxie ou syncope. La 
vaccination par anatoxine reste la seule parade. L'immuniie acquise par primo- 
vaccination decroit avec }e temps et necessite des rappels. L'absence ou la pcrte avec 
rage de Timmunite a ete notee dans la population americaine depuis des decennies par 

35 plusieurs enquetes serologiques (Hilton et al.. Ann. Intern, Med., 1 15 , 32-33, 1991). 
En Europe, des enquetes serologiques ont donne des resultats equivalents (Kjeldsen et 
a/., Scand. J. Infect. Dis^ 20. 177-185, 1988). II est done clair que de nombreux 
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adultes, particulierement les plus de 50 ans et les femmes, sent redevenus ou ont 
toujours ete vulnerables au tetanos et necessitent utie vaccination par anaioxine. 

La potiomyelite est due au poliovirus, appartenant au groupe des enterovirus. 11 
5 existe trois serotypes, denommes type 1, type 2 et type 3. La transmission est 
essentiellement ftcale-orale, directe ou indirecte, et parfois orale-orale. Le virus est 
doue d'un tropisme intestinal, musculaire* meninge et nerveux. L*infection est, en 
general inapparente ou fruste, Cette "poliomydlite-infection" est immunisante, mais 
sans immunite croisee entre les types^ et contagJeuse pendant plusieurs semaines. Elle 

-10 suscite exceptionnellement (1 %o a 1 % des infections selon Fage et le type) des 
formes meningees ou paralytiques (paralysie flasque aigue). Cette "poliomyelite- 
maladie" est toujours grave car il n'existe pas de traitement curatif etiologique. 
Lorsqu'elle n'est pas mortelie par. asphyxie (2 a 10% selon TSge et le type), elle est 
suivie de sequelles musculaires ou ventilatoires invalidantes, Les echanges hunnains, 

15 toujours plus nombreux, entre les pays d'endemie et les pays indemnes de 
poliomyelite, exposent ces demiers aux risques d'impoitation et de re- introduction de 
souches sauvages, Ces demieres annees, en depii dun niveau eleve de couverture 
vaccinale et d'une tres faible incidence globale de la maladie, des cas importes et des 
epidemies sont apparues en Europe, en Amerique du Nord et au Moyen-Orient (OMS, 

20 Releve Epidemiologique Hebdomadaire, 29, 220-221,1996). En attendant une 
elimination de la maladie^ les nombreux echanges humains entre les pays d*endemie et 
les pays indemnes risquent done de provoquer dans n'importe quelle, region du monde 
des flambees dues a des souches sauvages importees. Afm de reduire au minimum la 
propagation de la maladie lors de pou^ssees de ce type, il importe que cous les pays, y 

25 compris ceux Ou plus. aucun cas de poliomyelite aigug n'est signale, maintiennent un 
taux eleve de couverture vaccinale dans toure leur population. 

Mis au point par Ramon dans les annees 1930, les vaccins diphterique et 
; tetanique spnt a -base d'anatoxines. EHes peuvent etre obtenues par Taction 
30 detoxifiante du. fomialdehyde sur un , concentre de culture de Cory fiehacfer turn 
' diphteriae ou de Clostridium tetani, puis purification, Leurs activites immunisantes 
respcctives soni appreciees in vitro et in \^tvo. Un test de floculation mesure la quantite 
d'anatoxine, exprimee en unite de floculation (Lf) par dose (Lyng et aL^ L Biol. 
Stand., 15. 27-37, 1987 ; J. Lyng, Biologicals, ^8, I M7, 1990) 

35 

L'anatoxine tetanique est parfois administree seule. Cependant, cette anatoxine 
est historiquement toujours combinec, au moins a Tanatoxine diphterique. En general. 
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la primo-vaccination t^tanique et diphterique est effectuee au cours de la premiere 
annee de vie en 3 doses (CMS, WHO/EP/GEN, 95.3, 1995). Selon les pays, une dose 
de rappel est administree au cours de la deuxieme annee et/ou entre 4 et 1 0 ans. 
Parfois, un rappel est egalement effectue entre II et 18 ans. En outre, I'OMS 
5 recommande, depuis 1987, de vacciner par anatoxine tetanique les femmes en age de 
procreer dans les pays en d^veloppement, par 3 doses prirao-vaccinales puis 1 dose de 
rappel 1 et 5 ans apres. 

La quantite d'anatoxine tetanique (T) par dose vaccinale varie selon les pays de 
10 5 a 20Lf pour une dose de 0,5 ml en primo-vaccination ou en rappel. La 
Pharmacopee Europeenne recommande une activite d'au moins 20 UI. 

La quantite d'anatoxine diphterique (D) par dose vaccinale la plus iargement et 
la plus anciennement administree est celle qui existe dans les combinaisons primo- 
15 vaccinales pediauriques : elle varie de 12 k 50 Lf pour une dose de 0,5 ml (Galazka er 
aL, Vaccine, U, 845^857, 1996). 

- Pour un rappel vaccinal, la reduction de la quantit6 d'anatoxine diphterique (d) 
s'est maintenant aussi generalisee. La quantite est generalement de I'ordre de 1/10 de 

20 la quantite pediatrique. Elle est ainsi fixee h 2 Lf pour une dose de 0,5 ml aux US et 
au Canada, et est recommandee en rappel a partir de I'age de 7 ans (Edsall er aL, Am. 
J. Hyg, 53; 283-295, 1951). En Europe, la quantity d'anatoxine ei Tage inferieur 
d'administration changent selon les pays. La quantite n'esi pas flxee pour la raison que 
la seule condition imposee par la Pharmacopee Europeenne porte non pas sur la 

25 quantite mais sur I'activite : elle doit etre en nioyenne de 2 UI par dose de 0,5 ml. 

Pour les vaccins de rappel destines a une population adulte, I'anatoxine 
diphterique est generalement aussi combinee a I'anatoxine tetanique. 11 est connu que 
cene combinaison reduit quelque peu la tolerance de I'anatoxine tetanique seule 
30 (Palmer ei al., Br. Med. J.. 286, 624-626, 1983). Aux Etats-Unis, les rapports 
d'evenements indesirables lies aux vaccins T et Td administres chcz les sujets de plus 
de 7 ans ont ete recemment analyses (Haber et aL, ICA.AC, 1996). Le vaccin Td a 
expose davantage que le vaccin T a une reaction locale, une dyspnee, une pene de 
connaissance ou une convulsion. 



35 
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Pour ce qui concerne la poliomyelite, deux vaccins ont ete mis au point dans 
les annees 1950 : le vaccin injectable (VPI), inactive au formaldehyde, developpe par 
Salk {Plotkin et al., E,A, Vaccines, ed. Raven Press, 1994), et le vaccin oral (VPO), 
vivant attenue, developpe par Sabin (Plotkin et al., supra). Le VPI a permis a tous les 
5 pays d'eliminer la poliomyelite, tant sauvage que postvaccinale (Murdin ec aK, 
Vaccine, 14, 735-746, 1996), Le mode de production et la composition du VPI varie 
selon les pays. Les trois types de poliovirus sont ainsi cultives sur Hgnee cellulaire 
continue VERO, puis purifies et inactives par le formaldehyde, Leur activite 
immunisante respective est appreciee m vitro et in vivo. Un EL ISA mesure la teneur 
10 en antigene viral, exprimec en unites Internationales : TOMS recommande par dose de 
0,5 ml 40 UL 8 UI et 32 UI respectivement pour les types 1 , 2 et 3. 

Le VPI offre deux avantages pharmaceutiqiies : il est stable et ne necessite pas 
de logistique particuliere, II peut etre parfois combine a d'autres antigenes. 

15 

La vaccination simultanee pendant Tenfance centre la poliomyelite, le tetanos 
et la diphterie est une pratique cqiiramc depuis des annees dans le monde entier, voire 
depuis des decennies dans la plupart des, pays developpes, Cette pratique a fortement 
contribue a la reduction considerable du nombre de cas et de morts dus a ces trois 

20 maladies. Cependant, elles n'ont pas disparu. Dans les pays developpes, lorsqii'elles 
surviennent, elles sent d^autant plus graves qu'elles sont plus tardives. Or Timmunite 
acquise par vaccination s'attenue avec le temps, Puisqu'ils ne beneficient pas d*un 
entretien naturel de cette immunite, les adolescents et les adultes de ces pays 
redeviennent vulnerables. Le maintien de la couverture vaccinale contre chacune des 

25 trois maladies tout au long de la vie est desormais une obligation epidemiologique. 

Actuellement, il n*existe aucune combinaison vaccinale contre au moins la 
diphterie, le tetanos et la poliomyelite, prevu sp^cialement pour un rappel vaccinal 
chez Taduite ou Tadolescent ^ qui viserjait a prolonger une protection conferee 
30 initialement lors d'une primo-vaccination ou une sensibilisationj et qui minimiserait 
sur cette population les effets indesirables induits par les vaccins existants, 

Les vaccins pediatriques injectable? du genre TDPolio (T : anatoxinc 
tetanique ; D : dose classique d'anatoxine diphterique ; Polio : poliovirus inactives 
35 types 1, 2 ct 3), par exemple le vaccin D.T.PoIio® (PMsv S.A,, France) ne peuvcnt 
satisfaire ce besoin. En effet, ces types de vaccin sont utilises principalement en 
primo-vaccination pediatrique. Il sont deppurvus de sels d'aluminium. lis contienneni 
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des quantites trop importantes d'anatoxine diphterique, de Tordre de 100 Lf /ml, par 
exemple. Et ils declenchent des reactions indesirables chez Tadulte (Bjorkholm ei al,, 
Eur. J. Clin. Microb., 6. 637-640, 1 987). 

5 On ne peut aussi envisager de simplement modtfier un vaccin TDPolio existant 

afin d*en minimiser les effets indesirables sur une population primo-vaccinee. En 
effet, une cible de choix serait par exemple d'y reduire la quantite d'anatoxine 
diphterique. Dans ce cas, on n'envisagerait pas de retenir les quantites d*anatoxine 
utilisees classiquement dans un vaccin Td {qui est la seule reference actuelle), de 

10 Tordre d'au moins 4 Lf par ml, par exemple, mais plutot dans mettre plus, 
probablemeni plus de 20 Lf/ml, par exemple. En effet, dans un vaccin Td classique 
Panatoxine diphterique est toujours adjuvantee par un sel d'aluminium, ce qui 
renforce son immunogenicite. Dans un vaccin TDPolio> le fait de ne pas avoir 
d^adjuvant implique de renforcer la dose d'anatoxine par rapport a celle utilisee dans 

15 un vaccin Td. 

Pour les memes raisons, la simple combinaison d'un vaccin existant du genre 
Td injectable, par exemple les vaccins vaccinol® ou Td-Pur® (Chiron-Behring 
GmBH, Ailemagne) ou le vaccin Diftavax® (PMsv France), avec un vaccin 

20 classique contre la poliomyelite (PMsv, France)^ ne pourrait, non plus, conduire a une 
solution saiisfaisante. En effet, le chbix de chaque constituant dans un tel vaccin, ainsi 
que leur dosage, s'orit determinants pour I'obtention d'une reponse immunitaire 
optimale, et une minimisation des effets indesirables, 

25 Ainsi par exemple si I'on rajoute de nouveaux antigenes (Polio) a un vaccin 

Td, la quantite de sels d'aluminium est alors susceptible d'etre insuffisante pour jouer 
un role adjuvant optimal. LMmmunogenicite d*un tel vaccin risquerait d'etre ainsi 
reduite. Par contre, si l*on veut pallier ce probleme en augmentant la quantite de sels 
d^aluminium, on risquerait parallelemeni d'aggraver les reactions indesirables liees a 

30 ces sels (1.2 a 3 mg par ml dans les vaccins Td ; Gupta et aL, Vaccine, 23, 1263- 
1276.1995). 

De meme, si Ton rajoute de nouveaux antigenes (Polio) a un vaccin Td, on 
diminue aussi la charge relative de chaque antigene T ou d. LMmmunogenicite d'un 
35 tel vaccin risquerait d^dtre ainsi aussi reduite. Par contre, si Ton veut pallier ce 
probleme en augmentant le dosage de chaque antigene, notamment celui de 
Tanatoxine diphterique, on risquerait parrallellement d'aggraver les reactions 
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indesirables liees a cette anatoxine (Bjorkholm et ai, Eur, J. CHn, Microb,, 6, 637- 
640, 1987). 



Le choix de chaque constituant d^un vaccin du type TdPoHo, ainsi que leur 
5 dosage, sont done difUciles a cemer, et ne peuvent etre deduit ais^meni des vaccina 
existants. 



fl n'existe pas non plus une combinaison vaccinale, utilisable exclusivement 
lors d'un rappel vaccinal chez I'adulte ou Tadolescent, centre la diphterie, le tetanos, 
10 la poliomyelite et la coqueluche, voire meme aussi centre Thepatite A et/ou Thepatitc 
B. 

La presente invention vise ainsi a fournir un vaccin ayant au moins la 
combinaison de base TdPolio, utilisable exclusivement pour un rappel vaccinal chez 
15 une population primo-vaccinee ou sensibilisee qui, tout en se distinguant des vaccin s 
TDPolio, Td et Polio precedents, presente une immunogenicite comparable a ceux-ci 
et en plus minimise leurs effets indesirables* 

Resume de T invention 
20 . . 

A cet effet, Finventipn conceme un vaccin formule pour etre utilisable 
exclusivement comrne, rappel. vaccinal^ chez une population deja primo-vaccinee ou 
sensibilisee contre -au moins le poliovirus, Coryytehacterium diphtetiae et/ou 
C/mYr/i:y/i/;7'r/^/^rt/, ledit vaccin coniprenant : 

, - moins de i,2 mg par ml de sel d^aluminium, 

- des antigenes immunogenes provenant au moins du poliovirus, de 
Cofyrtebacterium diphtenae et de Clostridium tetarti^ et 

- : une quantite d'anatoxine diphterique utilisee comme antigene immunogenc 
30 de Corynebacterium diphteriae comprise entre 4-1 6 Lf par ml, 

L 'invention conceme aussi une utilisation d'antigenes immunogenes provenant 
au moins du poliovirus, de Cor\mebacterium diphteriae et de Clositridiifm tetarti, poitr 
la preparation d'un vaccin formule pour etre utilisable exclusivement comme rappel 
^ 35; vaccinal chez une population deja primo-vaccinee ou sensibilisee contre au moins Tun 
de ces antigenes, ledii vaccin etant destine i minimiscr les effets reactogenes ^X/ow 
allergiques induits par ces antigenes. 
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Enfin T invention conceme un kit phamiaceutique comprcnant au moims 2 doses 
injectables d'un vaccin selon la presente invention, 

5 Description detail lee de ^invention 

Dans le contexte de la presente invention, on entend par Texpression « une 
population deja primo-vaccinee ou sensibilisee », des personnes adultes, adolescentes 
ou juveniles ayant dej4 ete vaccinees conire au moins le poliovims, Coiynebocfetiitm 
10 diphteriae et/ou Clostridium tetania la population preferee etant constituee par les 
adolescents et les adultes, ei plus particulierement les personnes agees. 

La presente invention concerne done un vaccin utilisable exclusivement pour un 
rappel vaccinal chez une population deja primo-vaccinee ou sensibilisee, comprenant 
15 un ou plusicurs antigenes immunog^nes provenant au moins du poliovirus, de 
Cofynebacterium diphteriae et dt Clostridium ietani, 

De preference, les antigenes de Corynebacterium diphteriae et de Clostridium 
ietani ont pour origine leurs toxines, qui sont detoxitlees par le formaldehyde puis 

20 purifiees. Les techniques de detoxification et dc purification de ces toxines sont bien 
connues depuis des decennies et sont incorporees par reference dans la descripiion de 
la presente invention, telles que celles decrites par Leong et at.. Science, 220» 8 1 5-5 1 7, 
1983; Ramon G., Ann, Inst. Pasteur/ 38, M05, 1924; Raynaud et al., Ann. Inst. 
Pasteur, 96, 60-71, 1959 ; ou par Bizzini et aL, Eur, J. Biochem., 17, 100-105, 1970, 

25 par exemple. Les analogues detoxifies pouvant etre produits par genie genetique sont 
egalement compris dans la presente invention, 

De meme, les antigenes du poliovirus peuvent etre constitues simplement par 
un ou plusieurs types de, poliovirus inactive {voir ci-apres) et/ou par des antigenes 
30 immunogenes purifies du poliovirus tels que ceux decrits par Delpeyroux et aL^ 70 , 
1065-73, 1988; EP323861 (Pasteur Insticut) ; EP86707 (Pasteur Institut) ; ou dans 
EP65924 (Pasteur Institut), par exemple. 

Pour obtenir des poliovirus inactives, on pent les cultiver sur des lignccs 
35 cellulaires VERO, les purifier, puis les detoxifier avec du formaldehyde, par exemple. 
Les techniques de culture et de detoxification du poliovirus sont bien connues depuis 
des decennies et sont aussi incorporees par reference dans la description de la presente 
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invention, relies que celles decrites dans WO9800167 (Connaught); Duibecco, Nature, 
376, p.2 16. 1995 ; Cohen, Acta Leiden, 56, 65-83, 1987, et par Salk, Dev Biol Stand., 
47, 247-55, 1 98 1 , par exemple. 

5 De preference, on utilise les poliovirus inactives types 1 (souche MAHONEY), 

2 (souche MEF 1) et 3 (souche Saukett). 



La quantite d'anatoxine diphterique utilisee par dose vaccinale comme antigenc 
immunogene de Corynebacterittm dlphtenae doit etre comprise entre 4 a 1 6 Lf par 
10 ml, de preference 6-14 Lf, notarament de Tordre de 10 Lf, par exemple. Cette 
quantite permet d'assurer une immunog^nicite optimale, tout en minimisant les effets 
indesirables, comme les reactions reactogenes ou aliergiques aux antigenes, par 
exemple. 

15 De meme la quantite d'anatoxine tetanique par dose vaccinale conime antigene 

immunogene de Clostriditm tetayti est comprise entre 6 a 30 Lf par ml, de preference 
8-20 Lf, notammentde Tordre de a O Lf, par exemple, Cette quantite permet d*assurer 
une immunogenicite optimale, tout eh minimisant les effets indesirables. 

20 Pour mesurer la quantite d'anatoxine diphterique ou tetanique (Lf). on utilise Ic 

test de floculation deerit par Lyng (L Biol. Stand,, 15, 27-37, 1987 ; ou Biologicals, 
18, 11-17, 1990) ou rOMS (Manual for the production and the control of vaccines, 
BLG/LTMDP/77. 1 et BLG/UNDP/77.2), en prenant en compte touiefois que Ton 
rapporte la.purete de Tanatoxine utilisee a 1500-1800 Lf par mg d'azote pour la 

25 diphterie, ou 1000-1300 Lf par . mg d' azote pour ie tetanos, avant de mesurer une 
quelconque quantite dans une dose vaccinale. „ , 

Ainsi, une dose vaccinale pour un rappel anti-diptherie, tetanos et poliomyelite 
comprenant une quantite d'anatoxine diphterique inferieure ou superieure au domaine 

30 4-16 Lf par ml, peut etre quant meme couverte par la presente invention, dans la 
imesure ou Ton tombe toujours dans la fourchette de 4-16 Lf par ml si Ton rapporte la 
purete de Tanatoxine purifice a 1500-1800 Lf par mg d'azote. La connaissance de la 
purete de I*anatoxine diphterique utilisee est done determinante. A titre d*indicacion, 
dans la plupart des productions, la purete de Tanatoxine diptherique purifiee est 

35 generalement dc Tordre de 1700-1800 Lf par mg d'azote (source interne), De meme, 
pour 1'anatoxine tetanique, cette purete est dc I'ordre de 1300-1400 Lf (source 
interne). 
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En ce qui concerne les poliovirus inactives utilises comme antigenes 
immunogenes, une dose vaccinale selon T invention peut comprendre 60-120 Ul/ml 
d'sntigene D du poliovirus t>pe 1, 8-30 Ul/ml d'antigene D du poliovirus type 2, 
5 et/ou 16-80 Ur/ml d'antigene D du poliovirus type 3, par exemple, Les Unites 
Internationales sont detcmiinees selon la methode Sigmoide- 

Dans un mode d'application particulier de la presente invention, le vaccin selon 
rinvention peut comprendre, en outre de la combinatson de base TdPolio decritc ci- 
10 dessuSj 0,1 a 60 |Ag / ml de Tanatoxine de Bordetella pertussis^ 0,1 ^40 |.ig /mi de 
I'antigine HBs de I'h^patite B, et/ou 0,1 a 40 ^g/mi de virus hepatite A inactive ou 
un antigene de celui-ci\ par exennple. 

La toxine de Bordetella pertussis, y compris les analogues detoxifies produits 
15 par genie genetique, peut etre produite de differentes manieres. Par exemple, on peut 
cultiver une souche de B, pertussis selon des methodes traditionnelles (Sekura et al, 
J^BioL Chem., 258 , 1 4647-1 465 Li li993), on peut isoler Tanatoxine en adsorbant le 
milieu de culture sur une colonne AfTi-Gel Blue® (Bio-Rad Lab, US), puis en reluam 
avec une solution riche en sels (par exemple 0J5 M de chlcrure de magnesium), puis 
20 apres avoir oter les sels, on peut encore ensuite adsorber cet eluat sur une colonne 
d'affmite fetuin-Sepharose (compose de tetuin lie a du bromure de cyanogene) puis 
I'eluer avec une solution 4M d'un sei de magnesium. La toxine de B. pertussis peut 
etre ensuite detoxifiee a Paide du glutaraldehyde selon une methode modifiee de 
Munoz et al (Infect. Immun., 33, 820-826, 1981) comme decrit dans, la demande dc 
25 brevet PCT/EP97/05378 (PMsv); De nombreuses autres methodes sont encore a la 
disposition de Thomme du metier, comme celles de irons et al. (Biochem. Biophys. 
Acta, 580, 175-185, 1979), ou celles d^crites dans les brevets US4705686 et 
EP336736, et sont incorporees par reference dans la description de la presente 
, invention. 

30 

On peut prodiiire une suspension de Tantigene de T hepatite B selon la methode 
decrite dans le brevet EP273811 (Pasteur Vaccins), dans laquelle on produit des 
panicules antigeniques de surface de Thepatite B par expression a partir d'unc culture 
de cellules CHO tranfectees par un plasmide portant le gene HBsAg de fa<?on a liberer 
35 les particules de surface antigeniques dans le milieu de culture. D'autres techniques 
sont bien connues de Thomme du metier et sont incorporees par reference dans la 
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description de la presente invention, telles que celles decrites dans EP864649, 
UE567 1 1 on IE48665> par exemple. 

De meme on peut produire un virus de 1' hepatite A inactive selon le protocole 
de Flchmig et al. (Viral Hepatitis and Liver Disease, 87-90, 1988 ; J. Med. Virol., 22, 
7-16, 1987). D'autres techniques sont bien connues de I'homme du metier et sont 
incorporees par reference dans la description de la presente invention, telles que celles 
decrites par Wang et al, Vaccine, 13, 835-40, 1995 ; Shevtsova et al, Zh Mikrobiol 
Epidemiol ImmunobioK, 2, 55-90, 1995 ; Richtmann et al., J Med Virol.. 48, 147-50. 
1 996 ; HP 1 99480 ; IE48399 ; ou dans IE5C 1 9 1 . par exempte. . 

Le vaccin selon I'invention comprend un ou plusieurs adjuvants choisis parmi 
les adjuvants rcconnus comme tels, notamment tous les sels d'aluminium, comme les 
phosphates et hydroxydes d'aluminium ; I'adjuvant de Freund ; le N-acetylmuramyl- 
L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanine-2-[l,2-dipalmitoyl-5n-glycero-3-(hydroxyphospho- 
ryloxy)] (voir Sanchez-Pescador. e/ ctl., J. Immu., 141 , 1720-1727, 1988); les 
molecules derivees de Qulllaja sapjonarjay f^qvsim^ \c Stimulon® (Aquiia, US) ; 
i'lscoms® (CSL ltd. US) ; toutes molecules a base cholesterol ei analogues, cotnme le 
DC Choi® (Targeted Genetics); le glycolipide Bay R 1005® (Bayers, DE) ; les 
antigenes de Lelshmania hrasUiensis comme le LelF (npm technique) disponible 
aupres de Corixa Corp. (US), . les polymeres de la famille de polyphosphazenes, 
comme I'Adjumer (nom technique) disponible aupres du «Virus Research Institute » 
(US), par exemple. , . 

On peut remarquer que, par rapport aux vaccins TDPolio ciassique, comme le 
D.T. Polio® (PMsv, France), la presente invention propose pour la premiere fois 
Tadjonction d'un adjuvant, et notamment un sel d'aluminium, comme Thydroxyde 
d'aluminium, par exemple. 

Centre toute attente, le vaccin selon la presente invention peui comprendre une 
quantite de sel d'aluminium plus faible que celles rencontrees dans tous les vaccins 
Td classiques. comme le Td-Pur® ou Diftavax®, alors que Ton aurait pu estimer 
necessaire d'en augmenter la charge suite a I'adjonction des poliovirus inactivcs. Un 
vaccin selon la presente invention peut ainsi comprendre moins de 1 ,2 mg/ml d'un sel 
.. d'aluminium, de preference moins de 0,8 ou 0,7 mg/ml. par exemple. 
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Un vaccin selon la presente invention peut coniprendre d*autres constituants, 
comme des agents conservateurs tels que le 2-phenoxyethanol et/ou le formaldehyde, 
des traces d'antibiatiques, etc, par example. 

5 Le vaccin selon T invention peut se presenter sous la forme d'une suspension 

injectable, faiblement opalescente du fait de la presennce d'un sel d'aluminium 
insoluble. La dose vaccinale est de preference de Tordre de 0,5 ml, contenue dans une 
seringuc en verre pre-remplie. L'administration est effectuee de preference par vois 
intramusculaire, par example dans un des muscles deltoide. 

10 

L'invention conceme aussi une utilisation d'une combinaison d*antigenes 
immunogenes provenant au moins du poiiovirus, de Corynebacterium diphieriae et de 
Clostridium teiarti pour la preparation d'un vaccin^ formule pour etre utiHsable 
exclusivement comme rappe! vaccinal chez I'adulte et I 'adolescent deja primo- 
15 vaccines et/ou senslbilises a au moins Pun de ces antigenes. Les differentes 
formulations retenues peuvent etre I 'une de celles decrites ci-dessus, par ex:emple, 
ndtamments celles comprenant d'alitres antigenes provenant de Bordetella pertussis, 
de Thepatite A ou de Thepatite B. 

20 Dans un mode d'appfication particulier de la presente utilisation, plusieurs 

doses de vaccin sont destinees a etre injectees separement a un meme sujet dans un 
intervalle de temps compris entre 'FO joUrs a 3 mois, de sorte a favoriser une reaction 
immunitaire optimale, et de sorte k minimiser les effets reactogenes et/'ou aUergiqiies 
de ces antigenes. 

Le vaccin selon iMnvention permet de diminuer les effets indesirables induits 
par les vaccins TDPoUo et Td existants lorsqu'ils sont injectees a des sujets adultes ou 
adolescents. On peui ainsi observer une diminution des reactions locales comme un 
engourdissement des membres, des sueurs, de la fievre, des douleurs associes a des 
30 rongeurs, des nodules, indurations et/ou ecchymoses, et une diminution des dyspnees, 
pertes de connatssance ou convulsions, par exemple. Ces reactions peuvent erre 
classees parmi les reactions aliergiques, voire reactogenes, aux antigenes et/'ou a un 
certains autres composes du vaccih> tel que le sel d'aluminium. 

35 La presente invention est decrite plus en detail dans les exemples presentes ci- 

apres. Les pourcentages sont donnes en poids sauf indication contraire. I! va de soi. 
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toutefois, que ces exemples sont donnees h titre d' illustration de Tobjet de T invention 
dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 



5 Exempie 1 Immunogenicite du TdPolio avec differentes doses d'anatoxine diphterique 

On prepare de I'anatoxine diphterique (d) en cultivant la souche IM 1514 N3S 
dans un milieu IMD pendant 15 a 18 h a Se^'C, en centrifugeant le milieu, en le 
clarifiant, en le concentrant par ultrafiltration, en le detoxifiant a S^^C pendam 4 
10 semaines en presence de 6/1000 de formaline, puis en purifiant la toxine jusqu'a 
atteindre une purete de Tordre de 1700 Lf par mg d'azote. 

Parallelement, on prepare de I'anatoxine tetanique (T) en cultivant !a souche 
Harvard N°49205 IM 1472C dans un milieu Massachusens a 35*^C pendant 4 jours, en 
15 y ajouiant du NaCl et citrate de sodium, en centrifugeant le milieu, en le concentrant 
par ultrafiltration, en le detoxifiant pendant 2 semaines a 35*^0 en presence de 
5,5/1000 de foi-maline et 5 gil de bicarbonate de sodium, puis en purifiant la toxine 
jusqu'a atteindre une purete de Tordre de,l 200 Lf par mg d'azote. 

20 De mSme, on prepare les poUpvirus inactives types 1 (souche MAHONEY), 2 

(souche MEF 1) et 3 (souche Saukett), selon la methode Salk. 

On melange ensuite les 5 antigenes immunogenes ci-dcssus avec de 
rhydroxyde d*aluminium, du 2-phenoxyethanol, du formaldehyde ec de Teau. Pour ce 
25 faire, on sterilise le gel d'alumiriium en presence d'eau^ on ajuste le pH entre 5,6 et 
6, on ajoute sequentiellement VADP et PATF, on ajuste le pH a 6-6,9, on ajoute les 
trois types de poliovirus, puis on ajoute le 2-phenoxyethanol et le formaldehyde. 

Le produit final de 0,5 ml servira de vaccin TdPolio, et contient au minimum 
30 2'UI d'anatoxine diphterique, aii minimum 20 U( d'anatoxine tetanique purifiee, 
40 UI, 8 UI et 32 UI d'antigene D respectivement pour les poliovirus inactives du 
type I, 2 et 3, 0,35 mg d'hydroxyde d'aluminium, 2,5 ].l1 de 2-phenoxyethanol, 
12,5 i.ig de formaldehyde ; et le reste d*ea'u, 

35 Une etude de phase I, a eu comme principal objectif de valider la tolerance 

clinique et biologlque de la premiere administration d'un vaccin TdPolio adsorbe. 
Dans ce bur, 31 adultes volontaires sains om ete recmtes. Trois lots du vaccin de 
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0,5 ml chacun ont ete utilises. lis ne differaient que par la quantity d'anatoxine 
diphterique purifi^e decrite ci-dessus: 2LI 5Lf et 8 LF . lis ont ete attribues 
seqaentiellement a raison de 1 0 sujets par lot. Chaque sujet a ete vaccine par une dose 
d'un lot injectee dans un muscle dcltoYde. 

5 

Aucune reaction generale n'a ete rapportec dans les groupes vaccines par les 
lots a 2, 5 et 8 Lf. Au moins une reaction locale a ete rappoitee au cours de la 
premiere semaine chez 8 sujets du groupe vaccine par le lot a 2 Lf d'ADP, chez 
6 sujets du groupe vaccina par Ic lot a 5 Lf d'ADP et chei: 8 sujets du groupe vaccine 
10 par ie lot a 8 Lf d'ADP, il s'agissait toujours de douleurs, associees a quelques 
rougeurs, nodules, indurations et/ou ecch>-moses. Toutes les reactions ont disparu sans 
traitemeni et n'ont pas modifie la vie courante des sujets. Aucune reaction n'est 
survenue au-dela de la premiere semaine. Aucun evenement indesiiable grave n'a 6te 
declare par les investigateurs. 

15 

Cette etude a eu aussi comme objectif secondaire d'evaluer 1' immunogenic ite 
des trois premiers lots du vaccin adsorb^. Les resultats montrent que la reponse 
immunttaire aux cinq antigenes a et^ excellente pour les trois lots . En depit de litres 
initiaux eleves dus au jeune age des sujets et a des vaccinations recentes, un effet 
20 rappel a dte obtenu pour chaque antigene. 



Exemple 2 Immunogenicite chez le jeune adulte 

25 L'iromunogenicit^ et I'innocuited^un vaccinTdPolio a ete determinee pendant 

un essai clinique chez 508 jeunes adultes. 

Pour chaque sujet, une dose de 0,5 ml d'un vaccin Td (Diftawax®) ou TdPolio 
a ete injecte dans le muscle deltoi'de gauche, et une dose de 0,5 ml du vaccin contre la 

30 poliomyelite (VPl®, PMsv) ou un placebo a ete injecte dans le muscle deltoYde droit. 
Le vaccin adsorbe Td contient de Panatoxine tetaniquc (activtte ^20 lU), de 
I'anatoxine diphterique (activite >2 lU) de Thydroxyde d'aluminium (,< 1,25 mg). Lc 
vaccin VPI contient les antigenes des poliovirus du type 1 (40 Ul), 2 (8 UI) et 3 (32 
Lfl). Le placebo a la m§me composition que le VPl a la difference pres qu'il ne 

35 contient pas d'antig^nes D. Le vaccin TdPolio a la meme composition que cclles 
decrites a I'exemple 1 (5 Lf d'ADP). 
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Les anticorps anti-diphterie, t^tanos et poliomyelite sont deterniinees k parti r 
des serums des sujets par test ELISA. 

Les resultats montrent qu'avant vaccination quasiment tous les sujets etaient 
5 serapositifs en ce qui conceme I'ADP (99,2% ont un titre > 0,01 Ul/ml : protection 
possible ; et 92,6% ont un titre > 0.1 Ul/ml : protection assuree), Un mois apres la 
vaccination avec le TdPolio, 99,6% des sujets avaient un titre d'anticorps > 0,1 Ul/ml 
et 82,4% un titre > I Ul/ml (protection a long termeV Au total, 17,4% des sujets ont 
presente une seroconversion. 

10 

De meme, La majorite des sujets etaient seropositifs en ce qui conceme 
Tanatoxine tetanique (99,6% ayant un titre S 0,01 UT/ml : protection possible; et 
98,4% ayant un titre > OJ Ul/ml : protection assuree), Un mois apres la vaccination 
avec le TdPolio* 100% des sujets ont un titre en anticorps > 0,1 UI/mK et 99,2% ont 
15 un titre > 1 Ul/ml (protection a long terme). Au total, 25,2% des sujets ont presente 
une seroconversion. 

Pour ce qui conceme une protection contre la poliomyelite la majorite des 
sujets etaient seropositifs en ce qui conceme les trois types de poliovirus. Au total, 
20 99,2% des sujets avaient un titre en anticorps > 5 pour le type I, 1 00% pour le type 2 
et 97,6% pour le type 3. Un mois apres la vaccination avec le TdPolio, 100% des 
sujets ont un titre > 5 pour tous les types de poliovirus avec un titre minimum de 1 20 
pour le type 1, 160 pour le type 2.et 80 pour le type 3, Au total, 63,1% des sujets 
ayant deja un titre eleve en anticorpspresentent une seroconversion, 

25 ; 

Lorsque Ton compare les resultats obtenus avec le TDPolio et ceux obtenus en 
combinant les vaccins de reference Td et VP!®, on obtient une reponse en anticorps 
equivalente . , . - 

30 ' . . 

Excmplc 3 Innocuite et tolerabilite chez le jeune adulte 

LMnocuite et la tolerabilite d'un vaccin TdPoHo a ete determinee parmi 1742 
jeunes adulte. Chacun de ces sujets a re?u une dose de 0,5 ml injecte dans le muscle 
35 celtoYde gauche du vaccin presente a I'exemple 1 (ADP : 3 Lf). Les effets ont etc 
evalues 15 minutes apres vaccination, L'effex locaL regional et systemique ont ete 
evalues pendant le mois suivant la vaccination. 
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L'effet immediat commun est i'apparition d'une rongeur au point d*injection 
(0,34% des sujets) et une douleur (0,1 1%), 

5 Les effets communs locaux pendant le mois suivant ia vaccination sont les 

suivants pour 66% des sujeis : douleur (64,41%), rongeur au point dMnjection 
(9,13%), ct nodules sous-cutanes (3,33%) Ces effets indesirables apparaissent les 3 
premiers jours suivant la vaccination et durent 2 a 3 jours- 0,86% des sujets ont aussi 
rapporte des evenements d'cedeme, d' inflammation, de migraine, d'engourdissement 
10 du bras, des contractions involontaires des muscles et unc paraesthesie. 

Les effets communs systemiques pendant le mois suivant la vaccination sont 
les suivants pour 18% des sujets: maux de tete (10,5%), nausees ou vomissements 
(2,75%), et malaises (2,41%). Aucun 6venement d'urticaire ou de demangeaison 
15 generalise n'ont ete rapportes, Ces evenements apparaissent les 3 premiers jours 
suivants la vaccination et durent 2 a 3 jours. Seul 0,23% des sujets ont une 
temperature depassant > 40''C durant les 3 premiers jours suivant ia vaccination,. 

20 Exempte 4 inocuite et tolerabilitc du TdPolio versus Td Polio 

chez les jeunes persorines 

Le vaccin TdPolio decrit a I'exemple 2 montre une exccUeme tolerabilite au 
cours dc Tessai sur 508 jeunes adultes (exemple 2). Les resultats sont d'ailleurs 
25 comparables a ceux obtenus au cours de Pessai ddcric a I *exemple 3. 

En faisant la soustraction du pourcentage de sujets ayant eu au moins un signe 
local ou regional au site dMnjection du placebo (14,8%) de ceux observes au site 
dMnjection du vaccin Polio (36,5%), puis en additionnant cc pourcentage a celui 
30 observe au site d'injections du vaccin Td (66,7%), on observe une difference 
d'environ 8% sur Tapparition d'evenements indesirables (88,4% vs 80,5%). Le vaccin 
TdPolio est done mieux tolere que Tassociation des vaccins existants. 
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Exeniplc 5 Immunogenicite chez les personnes au-dela de 40 ans 

L'immunogenicite et I'inocuite d'un vaccin TdPolio a 6X6 determinee pendant 
un essai clinique chez 1 13 sujets iges au-dela de 40 ans (40 a 78 ans), Tous les sujers 
5 avaient re^u une primo-vaccination (3 doses pendant un an) centre la diphterie, le 
tetanos et la polioniyelite, la derniere vaccination remontant respectivenaent a 32 ans 
(minimum 15 ans), 28 ans (minimum 10 ans) et 28 ans (minimum 10 ans). 

Les sujets ont re<?u une injection d'une dose de 0,5 ml du TdPolio decrit a 
10 rejcemple 1 (A DP 5Lf) dans le muscle deltoYde droit, et 28 jours plus tard une 
deuxieme injection dans le muscle gauche. Les anticorps anti-diphterie, tetanos et 
poHomyelite ont ete evaluees a partir des serums des sujets par test ELIS A. 

Les resultats montrent que seulement 50% des sujets eiaieni initialemenr 
15 proteges contre le tetanos» mettant ainsi en evidence le declin de Timmunite. 83% des 
sujets etaient initialement seiopositife contre les poHovirus types I, 2 et 3, Au jour 28 
suivant la premiere vaccination, la proportion de sujets proteges contre la diphterie, !e 
tetanos et le poliovirus types I, 2 et 3 etait montee k 80,5%, 97,3% et 100%, 
respcctivement Au jour 56 suivant Tadministration de la seconde dose, la proportion 
20 de sujets proteges contre la diphterie, le tetanos ct le poliovirus types I, 2 and 3 etait 
moncee a 93,7%, 100% et 100%, respectivement. 

Exemple 6 Inocuite et tolerabilite du TdPolio versus Td + Polio 
25 ^ , chez les personnes au-dela de 40 ans 

L 'inocuite et la tolerabilite du vaccin TdPolio decrit a I' exemple 5 a ete 
evaluee, Les resultats montrent un profile de tolerabilite similaire a celui obtenu avec 
Tassociation Td + Polio. Le vaccin TdPolio induit cepcndant moins d'evenements 
30 indesirables serieux (moins de 1,8 pour I OOP injections). 

Exemple 7 Vaccin rappel pour adulte d.T.PoIio.AcP 

On prepare une suspension vaccinale de 0,5 ml, avec ou sans conservateur, 
35 constitue de 5 Lf d*anatoxine diphterique (ayant une purete de 1700 Lf par mg 
d'azote), 5 Lf d'anatoxtne tetanique (ayant une puret6 de 1200 Lf par mg d'azote), 
40 UI, 8 UI et 32 Ul d'antigene D respectivement pour les poliovirus inactives du 



RCV, VON^CPA-MUENCHEN 05 :2G-¥l^9Br^: i Z ?.1 i^.'i. 



+33 04^37377001-* +4-9 89 23994-465 ; #25 



type I. 2 et 3 ; 6 |.ig/ml d'anatoxine purifiee (AcP) de Borderella pertussis, 0,35 mg 
d'hydroxyde d'aluminium, et !e reste d'eau. 

On pent aussi ajouter comrne conservateur 2,5 ixl de 2-phenoxyethanol et 
5 12,5 pg de formaldehyde. 

Les anatoxines diphterique et tetanique, ainsi que les poliovirus inactives ont 
ete preparees comme decrit k I'exemple 1. 

10 L'anatoxine de B. pertussis est preparee selon la methode de Sckura er al. (J. 

Biol. Chem., 258. 14647-14651. 1993), d^toxifiee selon un protocole modifie de 
Munoz et al. (Infect. Immun., 33, 820-826, 1981), puis preadsorbee siir un gel 
d'aluminium. 

1 5 On melange ensuite les antigenes immunogenes ci-dessus avec de I'hydroxyde 

d'aluminium, de I'eau, et le cas «^cheant avec les conservateurs. Pour ce taire, on 
sterilise le gel d'aluminium en presence d'eau, on ajuste le pH entre 5,6 et 6. on ajoute 
sequentiellement TADP, I'ATP et'l'aiiatoxine de B. pertussis, on ajusie le pH a 6,8-7, 
on ajoute les trois types de poliovirus, puis le cas ech^ant on ajoute le 2- 

20 phenoxyethanol et le formaldehyde. ' 



Exemple 8 Vaccin rappel pour adulte d.T.Polio.AcP.HBs 

On prepare une suspension vaccinale de 0,5 ml, sans conser\ ateur, constitue de 
25 5 Lf d'anatoxine diphterique (ayant une purete de 1700 Lf par mg d'azote). 5 Lf 
d'anatoxine tetanique (ayant une purete de 1200 Lf par mg d'airote), 40 UI, 8 UI et 
32 Ur d'antig^ne D respectivement pour les poliovirus inactives du type 1 , 2 et 3 ; 6 
(.ig/ml d'anatoxine purifiee (AcP) de Bordefella pertussis, 5 ug/'ml d'antigene HBs de 
I'hepatite B, 0,35 mg d'hydroxyde d'aluminium, et le reste d'eau. 

30 

Les anatoxines diphterique et tetanique, ainsi que les poliovirus inactives onr 
ete prepares comme decrit a I'exemple 1. L'anatoxine de B. pertussis a ete preparee 
comme decrit ^ I'exempie 7. 

35 L'antigene HBs a ete prepare selon la methode decrite dans le brevet EP 

273811 (Pasteur Vaccins). H est stabilise par une preadsorbtion sur un gel 
d'aluminium. 
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On melange ensuite les antigenes immunogenes ci-dessus avec de I'hydroxyde 
d'aluminium et de Teau. Pour ce faire, on sterilise le gel d'aluminium en presence 
d'eau, on ajuste le pH entre 5,6 et 6, on ajoute sequenriellement TADP, TATP et 
Tanatoxine de B. pertussis^ on ajuste le pH k 6,8-7, on ajoute les trois types dc 
5 poliovirus, on ajuste le pH a 6,8 si necessaire, et on ajoute THBs, 

Exemple 9 Vaccin rappel pour adulte d.T.PoHo.AcP.HBs.HA 

10 On prepare une suspension vaccinaie de 0,5 ml, sans conservateurj constitue de 

5 Lf d'anatoxine diphterique (ayant une purete de 1700 Lf par mg d'azote), 5 Lf 
d'anatoxinc tetanique (ayant une purete de 1200 Lf par mg d'azote), 40 UU 8 Ui et 
32 UI d'antigene D respective mcnt pour les policvinis inactives du type 1, 2 et 3 ; 6 
Mg/ml d'anatoxine purifiee (AcP) de Bordetella pertussis, 5 |ag/'ml d'antigene HBs de 

15 ['hepatite 5 ng/ml de virus de Thepatite A inactive, .0,35 mg d'hydroxyde 
d'aluminiunn, et le reste d'eau. 

Les anatoxines diphterique et tetanique, ainsi que les poliovirus inactives ont 
ete prepares comme decrLt a Texemple L L'anatoxine de B. pertussis a ete preparee 
20 comme decrii a Texemple 7. L'antig^ne HBs a ete prepare comme decrit a Texemple 

8. . 

Le virus inactive de T hepatite A est prepare selon la methode de Flehmig et al. 
(supra). 

25 „ , ' .. . . 

On melange ensuite les antigenes immunogenes ci-dcssus avec de I'hydroxyde 
d'aluminium, les conservateurs et de Teau. Pour ce faire, on sterilise le gel 
d'aluminium en presence d'eau, on ajuste le pH entre 5,6 et 6, on ajoute 
sequentiellement I'ADP, TATP et i'anatoxine de B, pertussis, on ajuste le pH a 6,8-7, 

30 on ajoute les trois types de poUovirus, on ajuste le pH a 6,8 si necessaire, puis on 
ajoute sequentiellement THBs et le virus de Thepatite A inactive. 
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Revendications 

L Un vaccin formule pour etre utilisable exclusivement comme rappel vaccinal chez 
une population deja primo-vaccinee ou sensibilisee centre au moins le poliovirus, 
5 Corynebcicterium diphteriae et/oii Clostridium tetonl^ Icdit vacciti comprenant : 

- moins de 1 ,2 mg par ml dc sel d' aluminium, 

- des antig^nes immunogenes provenant au moins du poliovirus, de 
CorynebQctetium diphteriae et de Clostridium tetam, et 

10 - une quantite d'anatoxine diphterlque utilisee comme antigene immunog^ne 

de Corynebacterium diphteriae comprise entre 4- 1 6 Lf par mK 

2, Un vaccin selon la revendication 1, caracteris^ en ce que la quantite d'anatoxinc 
diphterique est comprise entre 6 a 14 Lf par ml. 

15 

.3. Un vaccin selon la revendication 2. caract^rise en ce que la quantite d'anatoxine 
diphterique est de Tordre de 1 0 Lf par mL 

4, Un vaccin selon la revendication I caracterise en ce quMl comprend en outre au 
20 moins un antigene choisi parmi les antigenes de Bordetella pertussis^ de Thepatite 

A ou de rhcpatite B. 

5. Utilisation d*antigenes immunogenes provenant au moins du poliovirus, dc 
Corynebacterium diphteriae et de Clostridium tetani, pour la preparation d'un 

25 vaccin formule pour Stre utilisable' exclusivement comme rappel vaccinal chez une 

population deja primo-vaccin^e ou sensibilisee contre le poliovirus, 
Corynebacterium diphteriae et/ou Clostridium tetani, ledit vaccin etant destine a 
minimiser les effets reactogenes et/ou allergiques induits par ces antigenes. 

30 6. Utilisation selon la revendication 5 pour la preparation d'^un vaccin selon Tune des 
revendications 1 4 4, ledit vaccin ctant destine a minimiser les effets reactogenes 
et/ou allergiques induits par ces antigenes et'ou les sels d*aluminium. 

1\ Utilisation selon la revendication 5* pour la preparation d'au moins deux doses de 
35 vaccin destinees a etre injectees separement a un meme sujet adulte dans' un 

imervalle de temps compris entre 10 jours h 3 mois, ledit vaccin etant destine a 
minimiser les efTets reactogenes et/'ou allergiques induits par ces antigenes. 

8, Kit pharmaceutique comprenant au moins 2 doses injectables d'un vaccin selon 
Tune des revendications 1 a 4, 
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Vaccin T*cl*PoIio rappel pour un€ population primo-vaccinee ou sensibili&ee 

Un vaccin formule pour etre utilisabie exclusiveinent comme rappel vaccinal chez une 
population deja primo-vaccinee ou sensibilisee centre au moins le poltovirus, 
5 Conmebacterium diphteriae et/ou Clostridium tetam, ledit vaccin comprenant : moins 
de 1,2 mg par ml de sel d'aluminium ; des antigenes immunogenes provenam au 
moins du poliovirus, de Corynebacterium diphteriae et de Clostridium tetarti ; et une 
quantite d*anatoxine diphterique utilisee comme antigene immunogene de 
Corynebacterium diphteriae comprise entre 4-16 Lf par ml. Utilisation d'antigenes 

10 immunogenes provenant au moins du poHovirus, de Cofynebacterium diphteriae et dc 
Clostridium tetant, pour la preparation d*un vaccin formule pour etre utilisabie 
exclusivement comme rappel vaccinal chez une population deja primo-vaccinee ou 
sensibilisee contre le poliovirus, Corynebacterivm diphreriae et/ou Clostridium tetanh \ 
ledit vaccin etant destine a minimiser les effets reactog^nes ef'ou allergiques induits 

15 par ces antig^nes.Kit phamiaceutique comprenant au moins 2 doses injecxables d'un 
vaccin. 
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